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Abstract: The aim of this methodological study was to compare several commonly used 
methods such as slurry dispersion, alkaline solubilisation, wet ashing, dry ashing and 
microwave assisted ashing for sample pre-treatment before ICP-OES analysis. A reference 
material ERM® – BD150 with certified values of monitored macro elements (Ca, K. Mg, Na 
and P) was used as a model milk matrix for sample preparation. The moisture content of the 
certificate reference material was determined by Karl-Fisher titration and the value found to 
be 11,5 ± 2,3 %. The most corresponding recoveries for Ca (94,9 ± 7,0 %) and Mg 
(113,7 ± 5,5 %) were achieved using Triton X-100 agent which promotes the solubilisation of 
milk matrix during sonication. The most relevant results to certified values of another macro 
elements were achieved using wet ashing for K, Na and P determination (92,1 ± 3,0 %, 
105,9 ± 6,5 % and 102,7 ± 1,2 % respectively). The ashing methods present good accuracy so 
they appear to be suitable for routine sample preparation before analysis, but further 
optimization of sample pretreatment in combination with instrument operating parameters for 
Ca and K determination in milk is necessary. 
Keywords: Pre-treatment methods, macro elements, ashing, milk, Karl-Fisher titration, ICP-
OES 
ÚVOD 
Minerální látky, zejména makroelementy, zastupují v lidském organismu důležitou roli, neboť 
jsou nedílnou součástí celé řady metabolických procesů a reakcí na buněčné úrovni. Obsah 
hlavních makroelementů v lidském těle činí asi 0,01 % tělesné váhy, přičemž zejména u dětí a 
dospívajících se doporučená denní dávka vápníku, draslíku a sodíku pohybuje v rozmezí 1,3 –
 4,7 g kvůli jejich správnému vývinu a růstu kosterní soustavy (Zamberlin, et al., 2012). 
V tomto případě se mléko a mléčné výrobky jeví jako vhodný zdroj makroprvků jakožto i 
dalších důležitých nutrientů. Při technologickém zpracování syrového mléka však může 
vlivem dílčích procesů, např. standardizace obsahu tuku nebo ultrafiltrace, dojít ke snížení 
obsahu makroelementů, tudíž je důležité monitorovat jejich obsah nejen během výrobního 
procesu, ale i ve finálních produktech pro zajištění deklarované nutriční hodnoty. 
 Vzhledem k tomu, že mléko je poměrně komplikovaná matrice obsahující kromě vody a 
prvků celou řadů dalších chemických látek, je při jeho analýze běžnými instrumentálními 
metodami kritickým krokem vhodná úprava vzorku (Bylund, et al.,2003). Mezi tradiční 
mineralizační metody patří rozklad na suché cestě, jehož účinnost je však ovlivněna celou 
řadou faktorů, např. teplotou a dobou rozkladu či použitím vhodného činidla pro rozpuštění 
popele. Rozklady na mokré cestě a za použití mikrovln (MW) jsou pak založeny na 
oxidačních reakcích za zvýšené teploty a tlaku při použití koncentrovaných kyselin či jejich 
směsí s oxidačními činidly (Khan,et al. 2014; Moreno-Torres, et.al 2000). V literatuře je 
taktéž hojně diskutováno využití různých organických surfaktantů (např. EDTA, TMAH či 
Triton X-100) v kombinaci se sonikací za účelem lepší solubilizace vzorku či analýza 
disperze připravené prostým naředěním či okyselením matrice. Při těchto metodách je však 
nutné před analýzou ICP-OES přefiltrovat připravené vzorky, aby nedošlo k zanesení či 





MATERIÁL A METODY 
Všechny vzorky byly připraveny z referenčního materiálu ERM® – BD150 (Geel, Belgie) s 
certifikovanými hodnotami analyzovaných makroprvků. Referenční materiál pro přípravu 
vzorků byl vážen na analytických vahách Entris (Sartorius, Ústí n/L, ČR). Při experimentech 
a přípravě kalibrační křivky byla používaná ultračistá deionizovaná voda z jednotky Purelab® 
Classic (ELGA, High Wycombe, UK). Z chemikálií byly použity 67% (w/w) 
HNO3 Analpure
®, 96% (w/w) H2SO4 p.a. (ANALYTICA
®, Praha, ČR), 25% (w/w) TMAH 
vodný roztok, TritonTM X-100, Methanol Chromasolv® (Sigma, Darmstadt, Německo) 
a 30% H2O2 (VWR, Radnor, USA). Pro kalibraci byly použity certifikované referenční 
materiály AN9091MN Astasol® (ANALYTICA®, Praha, ČR) při stanovení Ca, K, Mg, Na a 
Certipur® ICP standard (Merck, Darmstadt, Německo) při stanovení P. Vzorky byly měřeny 
na přístroji ICP-OES Ultima 2 (HORIBA), Kjóto, Japonsko), jehož pracovní nastavení je 
uvedeno v tabulce 1, a výsledky byly zpracovány v programu MS Excel (Microsoft, Redmont, 
USA). 
 Obsah vlhkosti v referenčním materiálu byl stanoven pomocí Karl-Fisherovy titrace na 









 , (1) 
kde w je vlhkost referenčního materiálu [%], wv a wb jsou obsahy vody v metanolickém 
extraktu vzorku [%], respektive slepém pokusu [%]. Hodnota m0 je hmotnost odváženého 
referenčního materiálu s 20 ml methanolu a mx značí navážku referenčního materiálu. Při 
měření vlhkosti byl přefiltrovaný vzorek metanolického extraktu pipetován přímo do titrační 
cely titrátoru. Při přípravě vzorků byla vždy navážka cca 30 mg (± 0,1 mg) referenčního 
materiálu doplněna deionizovanou vodou do 50 ml. Při přípravě disperze byla navážka 
nejprve rekonstituována v 1 ml deionizované vody a vzorek byl po naředění 5 min 
sonifikován v ultrazvukové lázni. V případě okyselené disperze pak byla přidána konc. HNO3 
do finální koncentrace 1 mol/l. Před analýzou ICP-OES pak byly vzorky disperze 
přefiltrovány přes mikrofiltr o pórovistosti 0,45 µm. Při použití organických činidel byl 
k rekonstituovanénu materiálu přidán Triton X-100 v poměru ku navážce 1:1 [µl:mg], popř. 
TMAH v poměru 1:0,3 [µl:mg] a vzorek byl po naředění opět krátce sonifikován; v případě 
použití činidla TMAH po 30-ti minutovém záhřevu při 80 °C. Při mokrém rozkladu bylo 
k navážce přidáno 10 ml konc. HNO3, vzorek byl zahříván ve vodní lázni při 100 °C po dobu 
30 minut a poté doplněn do 50 ml. Při rozkladu na suché cestě byla navážka 2 hodiny žíhána 
v elektrické peci při 500 °C a popílek byl následně rozpuštěn v 1M HNO3. Mikrovlnný 
rozklad spočíval v mineralizaci navážky za zvýšené teploty a tlaku působením 8 ml směsi 
HNO3:H2O2 = 3:1 v 5-ti krokovém programu (2 min. 250W – 2 min. 0W – 2 min. 250W – 5 




Tabulka 1 Pracovní nastavení přístroje ICP-OES 
Příkon generátoru [W] 1 250 
Peristaltická pumpa  [ot./min] 16 
Průtok na zmlžovači [ml/min] 0,82 
Tlak na zmlžovači [bar] 3,01 
Konfigurace hlavice radiální 
Čistota pracovního argonu [%] 99,996 
Průtok plazmového plynu [l/min] 13,50 
Průtok stínícího plynu [l/min] 0,70 
Průtok pomocného plynu [l/min] 0,25 
Vlnové délky [nm] Ca: 393,366 (II) 
K: 766,490 (I) 
Mg: 285,213 (I) 
Na: 588,995 (I) 
P: 214,915 (I) 
 
VÝSLEDKY A DISKUSE 
Cílem této práce bylo porovnání účinnosti uvedených metod úpravy vzorku při stanovení 
obsahu makroprvků v mléčné matrici technikou ICP-OES. Karl-Fisherovou titrací byla 
stanovena vlhkost certifikovaného referenčního materiálu  11,5 ± 2,3 %, tudíž veškeré 
dosažené výsledky byly vztaženy na obsah sušiny ve vzorku. V tabulce 2 je pak uveden 
přehled výtěžností stanovovaných makroprvků při různých metodách úpravy vzorku. Každý 
analyt byl vždy proměřen v 10 nezávislých replikátech, přičemž nejistota měření je vyjádřena 
jako konfidenční interval na hladině spolehlivosti 95 %. 
 
Tabulka 2 Přehled výtěžnosti makroprvků z referenčního materiálu při různých metodách 













87,1 ± 4,7/ 
84,8 ± 2,1 
94,9 ± 7,0/ 
86,9 ± 7,1 
84,03 ± 1,3 86,5 ± 2,3 82,5 ± 8,7 
K 
85,9 ± 5,8/ 
86,3 ± 1,2 
65,7 ± 6,1/ 
87,8 ± 11,1 
92,1 ± 3,0 78,2 ± 5,2 92,1 ± 8,9 
Mg 
118,7 ± 5,1/ 
118,5 ± 3,4 
113,7 ± 5,5/ 
159,1 ± 11,2 
121,3 ± 5,5 118,2 ± 8,8 116,2 ± 9,0 
Na 
102,0 ± 5,8/ 
96,9 ± 5,1 
77,5 ± 2,7/ 
108,2 ± 10,8 
105,9 ± 6,5 107,8 ± 4,0 87,0 ± 8,1 
P 
101,8 ± 4,4/ 
75,9 ± 1,4 
96,2 ± 2,0/ 
99,7 ± 6,2 
102,7 ± 1,2 102,8 ± 2,5 103,4 ± 9,1 
  
Z výsledků je patrné, že největší přesnost a opakovatelnost (CI95% < 6,5 %) byla dosažena při 
analýze prosté disperze a vzorků rozložených na mokré cestě. Přímá analýza naředěného 
vzorku se sice z hlediska přípravy jeví jako nejvhodnější metoda pro stanovení Mg, Na a P, 
avšak při měření stanovení Ca a K může v tomto případě dojít ke ztrátám analytu v důsledku 
odfiltrovaní micel z roztoku či jejich odseparování v mlžné komoře. Po okyselení disperze 
sice byla experimentálně zjištěna nejlepší opakovatelnost, avšak došlo ke značnému poklesu 
výtěžnosti fosforu, neboť působením HNO3 došlo k vysrážení bílkovin, zejména kaseinu, ve 
kterém je vázán určitý podíl přítomných makroprvků, zejména Ca a P (Zamberlin, et al., 




především při stanovení K, Na a Mg, byly zjištěny při rozkladu vzorku pomocí činidla TMAH 
pravděpodobně kvůli jeho čistotě, což je diskutováno v literatuře (Ribeiro, et al., 2003). Z 
grafického znázornění na obrázku 1 je patrné, že při stanovení makroprvků v mléce technikou 
ICP-OES nejsou mezi vybranými metodami úpravy vzorku statisticky významné rozdíly, 
vyjma stanovení fosforu při přímé analýze okyselené disperze a draslíku se sodíkem při 
použití činidla Triton X-100. Výrazně  zvýšená výtěžnost (více než 110 %) při všech 
provedených experimentech byla zjištěna při stanovení Mg, proto budou v tomto případě 
vhodné další testy s odlišným nastavení přístroje ICP-OES, např. snížení tlaku na zmlžovači 
či příkonu do plazmového výboje z důvodu nižší hodnoty ionizačního potenciálu. Výraznější 
odchylky jednotlivých výtěžností makroprvků od certifikovaných hodnot v referenčním 
materiálu mohou být také důsledkem nižší navážky při experimentech, neboť konkrétně u 
referenčního materiálu ERM® – BD150 je pro přípravu vzorků při doporučena hmotnost 
minimálně 200 mg při stanovení makroprvků. 
 
 
Obrázek 1 Porovnání účinnosti vybraných metod úpravy vzorku (AD = disperze s 1M HNO3, 
X-100 = Triton X-100, WA = rozklad na mokré cestě, DA = rozklad na suché cestě) 
ZÁVĚR 
V této pilotní práci byla porovnávána účinnost metod úpravy vzorku při analýze makroprvků 
v mléce technikou ICP-OES. Přímá analýza disperze připravené prostým ředěním je sice 
z časového a ekonomického hlediska nejméně náročná, avšak hrozí zde riziko ucpání 
zmlžovače. Z hlediska opakovatelnosti se nejlépe jeví mineralizační metody, zejména na 
mokré a suché cestě, nicméně tyto postupy jsou pro změnu časově a ekonomicky náročnější. 
Při výběru vhodné metody pro přípravu vzorku je tedy třeba zvážit celou řadu faktorů a na 
základě dostupného vybavení a požadavků najít optimální poměr mezi účinností, 
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